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摘要：以嗜热乳杆菌（!"#$%&"#’(()* +,-./%0,’()* $%&&’(")）为出发菌，采用乙酸 * 乙酸钠平板为初筛方法，通过复合诱

变乳酸产量提高到原来的 (+" 倍。培养基碳源为玉米粉糖化液，混合氮源为麦芽粉 (,-./、蛋白胨 0-./。根据不同

温度下细胞比生长速率及产物比生成速率的变化，确定了分阶段控制温度的策略：即在发酵前 "12 控制温度 #’3、

后 ##2 控制温度 0#3。/4乳酸产量达到 "(0-./，乳酸的对糖转化率为 506，平均产酸速率为 !+!0-.（/·2）。
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5)=’0(-’：EAF>G H< I2> FIJAK< LJ>>GK<- I2>HJM A<G N>IALHOKP ><-K<>>JK<- I2>HJM，$ 2K-24MK>OG N;IA<I HQ !"#$%&"#’(()* +,-./%0,’()* $%&&’(") RAF

HLIAK<>G I2JH;-2 I2> PHNSH;<G K<G;P>N><IF LM I2> HJK-K<AO $P>IKP APKG4THGK;N AP>IAI> SOAI> A<G I2> SJHG;PIKUKIM K<PJ>AF>G !",6 V %2> L>FI N>GKA

PHNSH<><IF K<PO;G>G FAPP2AJKQMK<- PHJ<，NAOI SHRG>J (,-./，S>SIH<> 0-./V EAF>G H< I2> UAJK>IM HQ FS>PKQKP P>OO -JHRI2 JAI> A<G FS>PKQKP /4OAPIKP APKG

SJHG;PIKH< JAI> AI GKQQ>J><I I>NS>JAI;J>F，I2> FIJAI>-M HQ I>NS>JAI;J> PH<IJHO RAF HLIAK<>GV %2> IHIAO SJHG;PI HQ /4OAPIKP APKG J>AP2>G "(0-./ L>FKG>F

I2> JAI> HQ -O;PHF> PH<F;N>G A<G I2> AU>JA-> /4OAPIKP APKG SJHG;PIKUKIM R>J> ;S IH 506 A<G !+!0-.（/·2）J>FS>PIKU>OMV

>%? @*02=：/4OAPIKP APKG，EJ>>GK<-，WSIKNKXAIKH<，TIJAI>-M HQ I>NS>JAI;J> PH<IJHO
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/4乳酸（/4(4羟基丙酸，/4OAPIKP APKG）应用领域广

泛，可合成 ",,6可生物降解材料聚乳酸（SHOMOAPIKP
APKG，=/$）和 环 保 型 无 毒 溶 剂 乙 烷 基 乳 酸（>I2MO
OAPIAI>），近年来需求量不断增长。

与根霉好氧发酵生产 /4乳酸相比，乳酸细菌发

酵法具有对糖转化率高、无通气能量消耗、成本低

等优点。&V \KF2<; 等人用食淀粉乳杆菌直接利用

各种淀粉厌氧发酵生产 /4乳酸，对糖转化率可达到

5(6［"］。@H;<-4:;<- D>> 等人使用粪肠球菌可利用

木质 材 料 水 解 物 生 产 /4乳 酸，产 量 达 5(-./［!］。]
%A<K-;P 等人用黄色肠球菌和干酪乳杆菌混合培养

发酵木糖和葡萄糖，可利用木质纤维素作为乳酸发

酵的原料［(］。本实验菌种为嗜热乳杆菌，发酵温度

高达 0,3以上，极大减少微生物污染；培养基不需

灭菌，节省了热量及冷却水；可以直接加糖化酶发

酵，简化了工艺并且一定程度减弱底物抑制。

野生菌株因不耐高渗及产物抑制一般乳酸产

量不高，需要进行菌种选育以获得性能优良的高产

菌株。菌种选育的筛选方法有：利用乳酸的性质设

计初筛平板，如 &A&W(4溴甲酚绿平板，̂ ]<W#4溴化

钾平板；根据乳酸的代谢途径，运用推理育种技术

针对性的筛选，如利用琥珀酸平板筛选 Y]= 途径强

化且 %&$ 途径减弱的菌株［#］；筛选耐高糖高酸的菌

株，提高菌种的耐高渗能力［0］。本研究根据代谢调

控育种的原理，第一次使用乙酸4乙酸钠平板针对性

筛选丙酮酸生成乙酰 &H$ 的途径相对弱化的菌株，

从而使代谢朝有利于乳酸积累的方向进行。

乳酸细菌发酵法对氮源的要求较高从而生产
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成本偏高，降低氮源的成本具有极大的实践意义。

丁绍峰，谭天伟以豆粕水解液为氮源代替酵母粉，

细菌厌氧流加发酵生产 !"乳酸［#］。本研究以麦芽

粉为主要氮源，添加少量蛋白胨既提高 !"乳酸产量

又可降低生产成本，为进一步工业化奠定了基础。

嗜热乳杆菌对温度敏感，针对菌体最适生长温度与

乳酸最适发酵温度存在差异，确定了分阶段控制温

度的策略，与单一温度相比，乳酸产量提高了 $%&。

! 材料与方法

!"! 菌种

嗜 热 乳 杆 菌 （ !"#$%&"#’(()* +,-./%0,’()*
’())*+%,），发酵产 !"乳酸的纯度在 -,&以上。

!"# 培养基

./0 培养基：酪朊水解物 %123!，酵母膏 423!，

牛肉膏 423!，葡萄糖 $123!，柠檬酸二铵 $23!，吐温

*1 %516!3!，乙 酸 钠 $423!，78$9:; #23!，.20:;·

, 8$: 154*23!，.<0:;·;8$: 15%423!，=>0:;·,8$:
151+23!，)?):+ $423!，琼脂 $123!，用冰醋酸调 @8 值

至 45;。

优化 前 种 子 培 养 基：葡 萄 糖 ;123!，酵 母 粉

%123!，蛋白胨 %423!，78$9:; #23!，乙酸钠 $423!，吐

温 *1 %516!3!，)?):+ $23! 优化前发酵培养基：蛋白

胨 ;423!，葡萄糖 -123!，乙酸钠 $123!，)?):+ ;23!，吐

温 *1 %516!3!。

优化 前 发 酵 培 养 基：蛋 白 胨 ;423!，葡 萄 糖

-123!，乙酸钠 $123!，)?):+ ;23!，吐温 *1 %516A3!。

乙酸"乙酸钠培养基：在 ./0 培养基基础上，以

乙酸 %423! 代替葡萄糖，调 @8 值为 45;。

!"$ 诱变方法

亚硝基胍（B(C）诱变处理［,］

紫外诱变（DE）处理［*］

!"% 培养方法

（%）摇瓶培养方法：接一环斜面培养物至装有

%116! 种 子 培 养 基 的 $416! 三 角 瓶 中 静 置 培 养

$1F，温度 4%G。在装有 +16! 发酵培养基的 %116!
三角瓶中接入 +6! 种子液，4+G下静置培养 #1F。

（$）,! 发酵罐培养：,! 发酵罐的装液量为 4!，

接种量 %1&，发酵过程中以 $1&石灰乳控制 @8 值

454，温度控制在 ;*G H 4;G，转速为 %11I36J<。

!"& 检测方法

还原糖：菲林试剂法［-］

菌体生长的生物量：将发酵液以 A111I36J< 转速

离心 $ 次，除去残渣，将上清液稀释 4 倍以分光光度

计测定菌体 12##1吸光光度值。

乳酸总量测定：高压液相色谱法［%1］。

!"乳酸的测定：用 0K’";1) 生物传感分析仪测

定。!"乳酸含量与乳酸总量之比即为 !"乳酸的光

学纯度。

# 结果与讨论

#"! ’(乳酸高产菌株的代谢调控育种

乳酸代谢途径及调节机制比较复杂，要选育 !"
乳酸高产菌株，就必须对细胞原有的代谢途径进行

改造（图 %）。主要思路之一就是使重要中间代谢物

丙酮酸的流向主要朝利于生成乳酸的方向进行。

丙酮酸和乙酸均可生成乙酰 )L’ 维持菌体正常代

谢，若菌体在以乙酸"乙酸钠为碳源的平板上可以生

长且生长良好，则丙酮酸生成乙酰 )L’ 的途径可能

相对弱化。从代谢调控的角度设计筛菌方案，将诱

变处理后的菌悬液涂步于乙酸"乙酸钠平板，挑取可

以生长且生长良好的菌落进行发酵试验，使诱变育

种更有针对性和目标性。

图 % !"乳酸代谢及其相关途径

!丙酮酸脱羧酶 "丙酮酸羧化酶 #乳酸脱氢酶

$丙酮酸脱氢酶复合体 %乙酰 )L’ 合成酶

本研究采用了亚硝基胍（B(C）诱变和紫外诱变

（DE）相结合的复合诱变处理，随机挑选 $11 株在乙

酸"乙酸钠培养基上生长的突变株（&型）和在乙酸"
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乙酸钠培养基上不生长但在 !"# 培养基上生长的

突变株（!型）分别进行发酵产酸试验，结果见表 $。

从表 $ 可 以 看 出，突 变 株"型 比 突 变 株!型 在

%%&’()* 以上的产酸水平上分布更多，且高产菌株出

现的概率更大。结果证明以乙酸为碳源筛选 *+乳
酸高产菌种的策略比完全随机筛选更为有效。

表 ! 突变株!型和"型产酸能力的比较

*+乳酸产量

（()*）
, %%&’ %%&’ - ./ ./ - 0/ 0/ - ’/ 1 ’/

正向突

变率

突变株"型（株） $%/ 00 %. $/ . 0/2

突变株!型（株） $34 $0 3 $ 5 $$2

经过一系列菌种选育步骤，最后获得 $ 株 *+乳
酸产量相对提高最大的菌株，产量从原来的 %%&’()*
提高到 67()*，提高到原来的 .&$ 倍。通过测定诱变

前后亲株和突变株的丙酮酸脱羧酶、丙酮酸羧化

酶、乳酸脱氢酶、丙酮酸脱氢酶和乙酰 89: 合成酶 ’
种酶的酶活，比较后发现突变株比亲株的乳酸脱氢

酶和乙酰 89: 合成酶的酶活提高很大，而另外 . 种

酶的酶活却均有下降，表明在有葡萄糖时丙酮酸的

其它代谢支路减弱。实验结果证明，乙酸+乙酸钠平

板作为乳酸高产菌的筛选方法高效可行，并且为日

后从代谢工程角度改造菌株以进一步提高乳酸产

量提供了依据，即强化乳酸脱氢酶和乙酰 89: 合成

酶，弱化丙酮酸向乙醛、草酰乙酸和乙酰 89: 的流

向。

"#" 氮源的选择及优化

实验选取了常见农业产品作为氮源，并且与酵

母膏作氮源进行比较。结果如图 % 所示。图中显

示数据为每种氮源在含量（()*）分别为 $’、%’、.’、

0’、’’ 的不同浓度下的最大值。

图 % 不同氮源对发酵的影响

从图 % 结果可以看出，蛋白胨作为单一氮源，与

其它氮源相比更有利于乳酸发酵，其原因是蛋白胨

中的某些物质是嗜热乳杆菌的生长因子［$$］。农业

粗产品麸皮、豆饼粉、麦芽粉、米糠中，麦芽粉作为

氮源时的发酵产量远远高于其它 . 种。因此考虑使

用混合氮源蛋白胨和麦芽粉，结果如表 % 所示。从

表 % 结果可以看出，使用混合氮源既降低了生产成

本，又使 *+乳酸产量略有提高。最佳氮源组成为麦

芽粉 ./()*、蛋白胨 ’()*。

表 " 复合氮源对 *$乳酸产量的影响

麦芽粉（()*） 蛋白胨（()*） *+乳酸产量（()*）

%/ ’ 07&$

%/ $/ ’0&0

%/ $’ 6%&3

./ ’ 36&%

./ $/ 3%&%

./ $’ 63&6

0/ ’ 6%&.

0/ $/ 6/&0

0/ $’ ’3&/

"#% 碳源的选择

选取价廉且含糖高的农业产品玉米粉、甘薯

粉、大米粉、小麦粉，用淀粉酶和糖化酶水解完全，

;<# 显色法测还原糖，配成不同葡萄糖浓度的糖化

液作为碳源。

从图 . 可以看出，玉米粉糖化液含葡萄糖浓度

为 3’()* 时，*+乳酸产量达到 3.()*，对糖转化率达

到 732。甘薯粉的相应产量和对糖转化率最低，其

原因是甘薯粉糖化液颜色较深粘度较大，影响整个

体系的传质。大米粉糖化液含葡萄糖 7/()* 时，*+
乳酸产量可达 3’()*，但是其对糖转化率较低。综

合考虑，玉米粉糖化液最适作为工业乳酸发酵的主

料。

"#& 分批发酵过程的温度控制策略

"#&#! 不同温度条件下的分批发酵过程：嗜热乳杆

菌生产 *+乳酸的分批发酵过程是菌体生长和产物

合成属部分偶联型，为了得到较高的 *+乳酸的产

量、产率系数及生产强度，控制不同发酵阶段的较

佳环境条件非常重要。温度是影响嗜热乳杆菌发

酵过程的重要环境条件。本文以提高*+乳酸产量及

生产强度为研究目标，研究了 3* 小罐培养中控制
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图 ! 不同碳源对发酵的影响

温度为 "#$ % &"$的情况下 ’(乳酸分批发酵过程

的动力学特性。实验首先考察了维持温度分别为

"#$、&)$和 &"$时对菌体生长和发酵的影响。

由图 "、图 & 可见，控制不同温度条件对最终生

物量及细胞比生长速率均有一定的影响。维持温

度条件分别为 "#$、&)$和 &"$时，在 )*+ 左右细

胞比生长速率能达到最大，温度为 "#$时最终的菌

体量 !",,*为 -.&)-，最有利于细胞的生长。

图 " 不同温度下细胞生长曲线

图 & 不同温度下细胞比生长速率变化曲线

控制不同温度时 ’(乳酸生成的过程如图 , 所

示。在发酵前 ),+，不同温度对 ’(乳酸产量影响不

大。发酵 ),+ 后，控制温度 &"$时，产量增加较快，

在 ,&+ 时达到最大值为 ))-/0’。从图 1 产物比生成

速率曲线可以看出，温度控制 &"$时产物比生成速

率能维持较大的值，其它温度条件下的产物最大比

生成速率相对较低，且维持时间较短。

图 , 不同温度下 ’(乳酸的生成过程曲线

图 1 不同温度下 ’(乳酸比生成速率变化曲线

!"#"! 分阶段温度控制策略：从上述单一温度控制

的分批发酵过程可以看出，在 ’(乳酸的发酵过程

中，生长的最适温度与产物合成的最适温度不同。

前期适当降低温度后可缩短细胞生长的延滞期，有

利于菌体的生长。在发酵中后期，可适当提高温度

促进产酸，提高整个’(乳酸发酵过程的生产水平。

因此从图 & 细胞比生长速率及图 1 ’(乳酸比合

成速率随时间的变化关系可以得出，利用嗜热乳杆

菌突变株生产 ’(乳酸过程可以进行温度分阶段控

制，其温度控制策略为：*+ % ),+，控制温度为 "#$，

),+ 后将温度切换到 &"$。采用此温度控制策略在

1’ 小罐上进行 ’(乳酸发酵，其发酵过程曲线如图 #
所示。由图 # 可见，采用分阶段温度控制策略，发酵

前期温度 "#$条件下细胞生长延滞期短，生长速率

较快，有利于菌体生长，培养 ),+ 左右，最大菌体量

·-!2· 微 生 物 学 通 报 -**1 年 !"（&）



!"!!"达到 #$%&%。发酵中后期温度 %’(条件下，达

到较大的产物比生成速率，有利于 )*乳酸的合成，

!"+ 左右 )*乳酸达到了 ,-%./)，比未分阶段控制温

度时的最好水平提高了 #,0，发酵时间也缩短了

%+。采用分阶段温度控制策略有利于菌体生长和

)*乳酸的合成。

图 1 分阶段温度控制下的 )*乳酸发酵过程曲线

! 结论

采用乙酸*乙酸钠平板以乙酸为碳源筛选 )*乳
酸高产菌株是有效的、可行的，并且为日后运用代

谢工程手段进一步改造菌株提供了依据。经过亚

硝基胍和紫外复合诱变，产量提高到原来 -$, 倍。

研究了多种农业产品作为发酵培养基组分的

可行性，确定了最佳培养基组成：以玉米粉糖化液

为碳源，以麦芽粉 -"./)、蛋白胨 %./) 为混合氮源。

嗜热乳杆菌对温度敏感，根据不同温度下发酵过程

中细胞比生长速率及产物比生成速率的变化，确定

了分阶段控制温度的策略，即在发酵前 ,!+ 控制温

度 ’1(、后 ’’+ 控制温度 %’(。)*乳酸比未控制温

度时的最好水平提高了 #,0，发酵时间也缩短了

%+。
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稿件规范化与标准化

论文中阿拉伯数字的使用

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须使用

阿拉伯数字，年份必须用全称。对科技期刊来说，凡处在计量单位和计数单位前面的数字，包括 L 以下的各

位数字，除个别特例外，均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用汉字，

例如：一本教材，两种商品等。
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